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羟基自由基对塔玛亚历山大藻DNA破坏研究
孟祥盈 1， 陈操 1， 白敏冬 1，2*， 程超 1
（1.大连海事大学轮机工程学院，辽宁 大连 116026； 2.厦门大学环境与生态学院，福建 厦门 361005）
摘 要：利用羟基自由基（·OH）压载水处理系统，采用大气压强电场放电技术制取·OH 溶液对塔玛亚历山大藻（Alexandrlum
tamarense）进行处理。通过普通光学显微镜，荧光显微镜和电子显微镜对·OH处理前后的塔玛亚历山大藻的细胞结构进行观测。结果表
明，·OH能有效破坏藻细胞，从而造成藻类死亡。利用随机扩增多态性 DNA（random amplification polymorphic DNA，RAPD）和实时定量
PCR（RT-PCR）相结合的技术检测·OH对 DNA链的破坏作用。共得到了 3条有显著差异的扩增产物。这 3条扩增产物经测序，并通过
NCBI（national center of biotechnology information）的比对分析，最终得到 1条可用 RT-PCR检测·OH对 DNA破坏作用的基因序列。以
上的结果表明，·OH压载水处理系统能有效去除塔玛亚历山大藻，并对其 DNA造成破坏。
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Abstract：This paper referred to a ballast water treatment system by using hydroxyl radical （·OH）， in which the
atmospheric pressure electric discharge technology was applied to produce hydroxyl radicals to treat Alexandrlum tamarense.
The morphology of A. tamarense before and after being treated by·OH was observed by ordinary optical microscope，
fluorescence microscope and electron microscope，respectively. The findings presented that·OH effectively did damage to
the algal cells and led to algae perishing and the damage of·OH to DNA strand was detected by using combination of
random amplified polymorphic DNA（RAPD）and RT-PCR technology. In addition，three DNA bands with differences were
found and sequenced； then sequence alignment was performed in the website of National Center of Biotechnology
Information （NCBI）. Finally，a gene sequence was found for RT-PCR analysis that further proved the damage to DNA
strand. In conclusion，the ballast water treatment system of·OH was capable to removes A. tamarense in water effectively，
causing damages of the DNA strand.

































说，外源性·OH 引起的 DNA 氧化损伤可导致 DNA
中遗传信息的稳定性受到破坏，进而导致细胞死亡。






















30 s取样品，每次样品取 5 L，共取 5次。
1.2 实验藻种
塔玛亚历山大藻由辽宁水产研究所提供。藻种用
5 L 的锥形瓶进行扩大培养，温度 25 ℃，光照强度
4 500 lx，pH值 8.0，光暗比为 12 h∶12 h。在研究·OH
对塔玛亚历山大藻杀灭实验时所用的藻浓度分别为
5 000和 10 000 cells/mL。在研究·OH对塔玛亚历山





（1）取 100 mL待测藻类样品放入 250 mL 离心
管中，用冷冻离心机以 4 000 r/min离心 15 min，去除
上清。
（2）在离心管中加入 10 mL磷酸盐缓冲液（pbs），
并把藻液转移到 15 mL的离心管中，以 6 000 r/min离
心 10 min，去除上清。
（3）在离心管中加入 1 mL pbs，并把藻液转移到











藻的形态变化。取 10 mL待测藻类样品放入 15 mL





























历山大藻的总 RNA。用 1%的琼脂糖凝胶检测总 RNA
的质量。然后采用紫外分光光度计测量 RNA样品在
230 nm、260 nm和 280 nm处的吸光值，比较 A260 /A230
和A260 /A280的比值，以确定提取的总 RNA样品的质




转录试剂盒来完成的。按照 Revert AidTM First Strand
cDNA Synthesis Kit（Fermentas，Canada）说明书进行
操作。
（4）RAPD-PCR扩增：随机选取 10 bp的 RAPD引
物 20对，委托宝生物工程大连有限公司合成。对处理
前后的藻类 DNA进行扩增。PCR扩增总体积为 25
μL，其中模板 DNA约 50 ng，10×PCR Buffer 2.5 μL，
Taq DNA聚合酶 0.2 μL（5 U/μL），引物 1 μL（20 μmol/
L），dNTP混合物 2 μL，用 ddH2O补足至 25 μL。PCR
反应条件为：94 ℃预变性 5 min，然后 94 ℃变性 1
min，36 ℃退火 1 min，72 ℃延伸 2 min，40 个循环，

















SYBR Premix Ex TaqⅡ（2×），1 μL引物，2 μL cDNA
模板，8.5 μL ddH2O，总计 25 μL。使用 ABI7500实时
荧光定量 PCR 系统进行扩增，PCR 反应程序如下：
94 ℃ 30 s；然后 94 ℃ 30 s，60 ℃ 30 s，此过程进行



















































































































在 TRO浓度分别为 0.54 mg/L和 0.83 mg/L时，可以
将浓度为 5 000 cells/mL 和 10 000 cells/mL 的塔玛
亚历山大藻杀灭。对·OH处理前后塔玛亚历山大藻细
胞显微观察证明藻细胞结构在处理后受到破坏。DNA
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